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1 Johdanto 
Kolesteroli tunnetaan kansan keskuudessa pahamaineisena sydän- ja verisuonitautien 
osatekijänä, mutta se on myös ihmiselle elintärkeä molekyyli. Se on solukalvojen tärkeä 
osatekijä ja se on raaka-aine monelle sterolirunkoiselle biologisesti aktiiviselle 
molekyylille, kuten steroidihormoneille. Kolesteroli ei ole kalvoilla ainoastaan 
passiivinen rakenteellinen tekijä, vaan sen määrän solukalvon lipidilautoissa on havaittu 
vaikuttavan kasvutekijöiden reseptorivälitteiseen signalointitehokkuuteen (1-4). 
Kolesterolin määrä soluissa on tarkoin säädeltyä. Kun ravinnon mukana tulevan 
kolesterolin määrä vähenee, solujen oma kolesterolisynteesi lisääntyy. Synteesin 
rajoittava tekijä on mevalonaatin muodostuminen 3-hydroksi-3-metyyliglutaryyli-
koentsyymi-A:sta (HMG-CoA) HMG-CoA-reduktaasin katalysoimana (5). 
Steroidihormoneihin kuuluvat sukupuolihormonit, stressihormoni kortisoli sekä 
suolahormoni aldosteroni. Niitä syntetisoidaan pääasiassa sukupuolirauhasissa ja 
lisämunuaiskuorella (6), mutta myös istukassa ja aivoissa (7). Steroidisynteesiin 
kykeneviä kudoksia tai soluja kutsutaan steroidogeenisiksi. Naishormoneilla eli 
estrogeeneilla on rintarauhaskudoksessa kudosten kasvua edistävä vaikutus. Osassa 
rintasyövistä on osoitettu aromataasiaktiivisuutta, mikä tarkoittaa, että syöpä kykenee 
tuottamaan estrogeenejä verenkierron androgeeneista (mieshormoneista) ja siten 
ylläpitämään suurempaa estrogeenipitoisuutta syöpäkudoksessa (8-10) On myös 
spekuloitu, että osa rintasyövistä voisi tuottaa steroidisynteesin (steroidogeneesi) 
pullonkaulaentsyymin CYP11A1:n avulla pregnenolonia, muiden steroidien esiastetta, 
jolloin syövän kasvu voisi olla systeemisestä steroidihormonituotannosta riippumatonta 
(11). 
MLN64 on proteiini, joka kuuluu START-alueen (Steroidogenic acute regulatory protein 
related lipid transfer – alue) sisältävään proteiiniryhmään. START-alue kykenee 
sitomaan yhden kolesterolimolekyylin START-proteiinia kohden (12). Ryhmän 
tyyppijäsen, Steroidogenic acute regulatory protein (StAR), siirtää kolesterolia solun 
muista osista mitokondrioon steroidisynteesiin ja on lisämunuaiskuoren ja 
sukupuolirauhasten steroidisynteesin nopeutta rajoittava tekijä (13). Myös MLN64:n on 
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osoitettu kykenevän lisäämään steroidisynteesiä soluviljelykokeissa (7). MLN64:n ja 
StAR:n tehtävänä näyttäisi olevan hydrofobisen kolesterolin kuljettaminen eri 
vastaanottajakalvoille soluliman vesifaasilta eristettynä. 
HER2 on reseptorityrosiinikinaasi, joka kuuluu HER-reseptoriryhmään. HER-reseptorit 
välittävät kasvusignaaleja solun sisälle solun ulkopuolisten kasvutekijöiden sitoutuessa 
reseptoriin. HER2 ei itse sido kasvutekijää, mutta se voimistaa muiden saman perheen 
reseptorien toimintaa. Sen geeni on monistunut ja yli-ilmentynyt noin 30 %:ssa 
rintasyövistä. Kyseiset syövät ovat aggressiivisempia ja ennusteeltaan huonompia kuin 
syövät, joissa geeni ei ole monistunut. 
Soluviljelykokeissa on huomattu MLN64:n yli-ilmentymisen lisäävän solukalvon 
kolesterolimäärää ja vähentävän solujen kiinnittymistä ympäristöönsä (14). Aiemmissa 
tutkimuksissa on havaittu, että kolesterolin väheneminen solukalvolla saa EGFR:n 
(epiteliaalinen kasvutekijäreseptori eli HER1) toimimaan hyperaktiivisesti (1-4). Koska 
HER2 vaikuttaa myös HER1-reseptorin toimintaan dimerisoitumalla sen kanssa 
(tarkemmin esitetty kirjallisuuskatsauksessa myöhempänä) ja koska MLN64-geeni 
sijaitsee HER2-geenin välittömässä läheisyydessä, herää kysymys, voisiko HER2-
positiivisten rintasyöpien patogeneesin osatekijänä olla HER2-geenin lisäksi 
kolesteroliaineenvaihduntaan vaikuttava MLN64-geeni. 
Aiemmat tutkimukset ovat osoittaneet, että MLN64 voi teoriassa edistää 
steroidisynteesiä (7, 15) ja vaikuttaa solun kolesterolitasapainoon ja 
kasvutekijäsignalointiin. Tässä tutkielmassa on tarkoituksena tutkia suomalaisesta 
FinHer-rintasyöpäaineistosta (16), korreloiko MLN64:n ilmentyminen HMG-CoA-
reduktaasin (HMGCR) tai CYP11A1:n transkriptien (mRNA eli lähetti-RNA) määrään 
rintasyöpänäytteissä eli selvittää, voiko MLN64 vaikuttaa kolesterolisynteesiin tai 
rintasyövän kykyyn tuottaa omia steroidihormoneja. Tutkimuksessa soluista eristetty 
RNA muutetaan käänteiskopiointireaktiossa (RT-reaktio) cDNA:ksi ja tutkittavien 
geenien transkriptien suhteelliset määrät määritetään kvantitatiivisella 
polymeraasiketjureaktiolla (qPCR). 
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2 Kirjallisuuskatsaus 
2.1 Kolesteroli ja kolesterolimetabolia 
Kolesterolilla on soluissa monia elintärkeitä tehtäviä. Solukalvoilla kolesterolia on 
runsaasti ja se toimii kalvoa jäykistävänä tekijänä sterolirunkonsa tasomaisuuden 
vuoksi. Kolesteroli on rasvaliukoinen eli hydrofobinen (vesipakoinen) molekyyli (17). 
Tämä ominaisuus saa sen hakeutumaan solun kalvorakenteisiin, jotka ovat sisäosiltaan 
hydrofobisia ja pinnaltaan hydrofiilisia eli vesihakuisia. Solulimakalvostossa 
(endoplasminen kalvosto, ER) kolesterolia on sen sijaan vähän (17), mikä on tärkeää 
solun kolesterolitasapainon säätelyn kannalta (myöhemmin tässä luvussa). 
Ihmisen päivittäisestä kolesterolitarpeesta osan tyydyttää ravinnosta imeytyvä 
kolesteroli, loput kolesterolista keho tuottaa itse. Sisäsyntyisestä kolesterolista 
valtaosan tuottaa maksa, mutta kolesterolia syntetisoivat vähäisemmässä määrin kaikki 
muutkin tumalliset solut (17). Kolesterolisynteesi saa alkunsa kahdesta asetyyli-
koentsyymi-A:sta (asetyyli-CoA), jotka liitetään yhteen asetoasetyyli-CoA-tiolaasilla 
asetoasetyyli-CoA:ksi. HMG-CoA-syntaasi liittää edelliseen mukaan vielä yhden asetyyli-
CoA:n, jolloin tuotteena on 3-hydroksi-3-metyyliglutaryyli-koentsyymi-A (HMG-CoA). 
Seuraava reaktio on kolesterolisynteesin rajoittava tekijä. Siinä HMG-CoA-reduktaasi 
(HMGCR) muuttaa HMG-CoA:n mevalonaatiksi. Mevalonaatti muutetaan välivaiheiden 
kautta skvaleeniksi, josta muodostetaan sterolirunkoinen lanosteroli, josta lopulta 
muokataan kolesterolia (5) (Kuva 1). 
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Kuva 1 Kolesterolisynteesin päävaiheet. Kaksi asetaattimolekyyliä liitetään ensin nelihiiliseksi asetoasetyyli-CoA:ksi. 
Tähän eri entsyymeillä liitetään lisää hiiliä, kunnes saadaan 30-hiilinen skvaleeni, josta muodostetaan lanosterolia ja 
lopulta kolesterolia. Kuvassa nimetyt reaktionuolet kuvaavat yhden entsyymin katalysoimaa reaktiota ja kolme 
peräkkäistä reaktionuolta symboloi useaa peräkkäistä entsyymireaktiota välivaiheita tai entsyymejä erittelemättä. 
Skvaleenin muokkaamiseksi lanosteroliksi tarvitaan kaksi entsyymiä. Välivaihe on selkeyden vuoksi jätetty 
piirtämättä. Synteesireitin nopeutta rajoittava entsyymi, HMG-CoA-reduktaasi, on ympyröity punaisella. Piirros on 
tehty ChemSketch-ohjelmalla. 
Kolesterolisynteesiä säädellään solun kolesterolitilanteen mukaan. Tiedetään, että 
solujen saadessa runsaasti kolesterolia ne vähentävät omaa kolesterolisynteesiään ja 
kolesterolin sisäänottoa solun ulkopuolelta (18). Kolesterolisynteesiä sääteleviin 
proteiineihin kuuluvat muiden muassa Sterol regulatory element-binding protein:it 
(SREBP). SREBP:t syntetisoidaan ER:ssa ja tumakotelossa epäaktiivisina 
membraaniproteiineina, mutta kun aktiivinen osa irrotetaan entsymaattisesti kalvossa 
kiinni olevasta osasta, se pääsee kulkeutumaan tumaan ja vaikuttamaan 
kohdegeeniensä ilmentymiseen (19, 20). SREBP:in kuljetus Golgin laitteeseen (ja sitä 
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seuraava entsymaattinen pilkkominen ja aktivaatio) vaatii ”saattajaproteiinin”, SREBP 
cleavage–activating protein (SCAP). SCAP toimii sensorina, joka ER:n sterolimäärän 
vähetessä saattaa SREBP:in Golgin laitteelle pilkottavaksi ja auttaa siten SREBP:ia 
aktivoimaan kohdegeenejään. (21) Kolesterolipitoisuuden ollessa korkea ER:ssa Insulin-
induced gene 1 (Insig-1) sitoutuu SCAP:iin ja estää sitä saattamasta SREBP:ia Golgille, 
mikä vähentää sterolisynteesiä (22). SREBP-geenejä on kaksi, joista toinen tuottaa 
SREBP-1a:ta ja SREBP-1c:tä ja toinen SREBP-2:ta. Näistä SREBP-2 aktivoi enemmän 
kolesterolisynteesiä, muun muassa aktivoimalla HMGCR:n transkriptiota (21).  
HMGCR on monitahoisesti säädelty entsyymi. Mevalonaatti vähentää itse omaa 
tuotantoaan vähentämällä sitä syntetisoivan entsyymin, HMGCR:n, translaatiota eli 
proteiinin tuotantoa lähetti-RNA:sta (mRNA) (23). Mekanismia kutsutaan negatiiviseksi 
palautesäätelyksi (negative feedback control) ja se tarkoittaa, että entsyymin tuote 
vähentää entsyymin aktiivisuutta tai määrää. Myös Insig-1 vähentää HMGCR:n määrää 
lyhentämällä sen puoliintumisaikaa sterolien ollessa läsnä (24). HMGCR ohjataan Insig-
1:n ja Insig-2:n (Insig-1:n kaltainen proteiini, joka toimii Insig-1:n kaltaisesti (25)) avulla 
ubikitinyloitavaksi (eli merkitään hajotettavaksi) ja viedään proteasomeihin 
pilkottavaksi. Tämä on sitä tehokkaampaa, mitä enemmän solussa on kolesterolia ja 
muita steroleja (26). 
SREBP-2 lisää myös LDL-reseptorin translaatiota ja siten sen määrää solukalvolla (21). 
LDL-reseptorin ligandina (reseptorin aktivoivana molekyylinä) on Low density 
lipoprotein (LDL, ”matalan tiheyden lipoproteiini”). LDL otetaan soluun 
reseptorivälitteisellä endosytoosilla eli LDL:n sitoutuessa LDL-reseptoriin muodostuu 
solukalvolle kuopake joka lopulta kuroutuu irti solukalvosta solun sisälle kalvorakkulana, 
joka sisältää LDL:n. LDL sisältää muun muassa kolesterolia sekä kolesterolin hyvin 
rasvaliukoista varastomuotoa eli kolesteroliestereitä. 
 
2.2 START-proteiiniperhe ja MLN64 
Steroidogenic acute regulatory protein related lipid transfer -alue (START-alue) on 
START-proteiiniryhmän proteiineja yhdistävä tekijä, jonka avulla ryhmän proteiinit 
kykenevät sitomaan, tunnistamaan ja kuljettamaan kolesterolia (12, 27). START-alue 
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mallinnettiin ensimmäisen kerran MLN64-proteiinista vuonna 2000 (12). MLN64:n 
START-alue pystyy sitomaan yhden kolesterolimolekyylin sisäänsä; kolmiulotteisessa 
kuvassa (Kuva 2) u:n muotoisen puolikkaan ”β-tynnyrin” (β-barrel) keskelle. (12) 
 
START-alueen sisältäviä ihmisessä esiintyviä proteiineja tunnetaan nykyään 15 (STARD1-
STARD15) (27). Proteiineja nimitetään yhteisnimellä START-proteiiniryhmä. 
Ensimmäinen ryhmän tunnistettu jäsen nimettiin vuonna 1994 StAR:ksi (Steroid acute 
regulatory protein; tunnetaan myös nimellä STARD1), sillä sen määrän havaittiin 
korreloivan positiivisesti mallisolun steroidisynteesin määrän kanssa (28). StAR:in 
proteiinin esiastepeptidin on osoitettu sisältävän mitokondrioon ohjaavan signaaliosan 
(29). StAR:in tiedetään olevan välttämätön steroidisynteesille lisämunuaisissa ja sen 
puutos tai toimimaton mutantti aiheuttavat synnynnäisen lipoidin lisämunuaiskuoren 
liikakasvun, jossa steroidisynteesi on hyvin vajavaista (30) ja lisämunuaiskuoren 
steroidogeenisiin soluihin kerääntyy kolesterolia. Tarkkaa steroidisynteesin 
edistämismekanismia ei tunneta, mutta rekombinanttitekniikalla aminopäästä 
lyhennetty signaaliketjua vailla oleva StAR kykenee sekin steroidisynteesin stimulointiin. 
Tämä viittaa siihen, että StAR vaikuttaa mitokondrion ulkokalvolla edistämällä 
Kuva 2. MLN64:n START-alue kolmiulotteisena kuvana (a) ja käännettynä 90 astetta vaakatasossa. Kuva 
on  muokattu Tsujishitan ym. artikkelin pohjalta (12). 
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kolesterolin siirtymistä sisäkalvolle, missä CYP11A1 muokkaa siitä entsymaattisesti 
pregnenolonia (31). 
MLN64 (STARD3) kuvailtiin ensimmäisen kerran imusolmukkeisiin metastasoineessa 
rintasyövässä, mistä se on saanut nimensä Metastatic lymph node protein 64 (MLN64) 
(32). MLN64 on saman START-proteiiniryhmän jäsen ja se sijaitsee myöhäisten 
endosomien kalvolla START-osan osoittaessa soluliman puolelle (33). MLN64 kykenee 
siirtämään kolesterolia eri kalvojen välillä pitoisuuserojen mukaisesti (34). C-
terminaalisen START-osan lisäksi MLN64:ssä on N-terminaalinen osa, jota kutsutaan 
MENTAL:iksi (MLN64 NH2-terminal). Myös MENTAL-osan on todettu sitovan 
kolesterolia, mikä voi olla osatekijänä MLN64:n kolesterolinkuljetuskyvyssä (35). CHO-
soluilla, joista puuttuu toimiva NPC1-proteiini, toinen kolesterolia endosomeista siirtävä 
tekijä, on voitu osoittaa, että MLN64 kykenee siirtämään kolesterolia endosomeista 
mitokondrioille (15). MLN64 pystyy siirtämään kolesterolia mitokondrioiden 
steroidisynteesiin mm. istukassa (36).  
Pieniä määriä MLN64:ä on kaikissa aikuisen ihmisen soluissa; merkitsevää on, että sitä 
löytyy aivoista ja istukasta, jotka ovat molemmat steroidogeenisia kudoksia(7). 
Aikaisemmissa tutkimuksissa aivojen ei havaittu ilmentävän StAR:ia, vaan MLN64:n 
ajateltiin olevan merkittävässä roolissa muun muassa aivojen kolesterolin kuljetuksesta 
steroidogeneesiin (7, 37). Uudemman tiedon mukaan kuitenkin aivoissakin tapahtuvaan 
steroidisynteesiin vaikuttaa StAR:in läsnäolo (38). 
Osa START-ryhmän jäsenistä osallistuu solun muihin toimintoihin kuin kolesterolin 
kuljetukseen. Tästä joukosta on vastikään onnistuttu selvittämään STARD5:n, D13:n ja 
D14:n START-alueen 3-ulotteinen rakenne (39). Alaryhmä Rho-GAP-START, johon 
kuuluvat STARD8 (DLC-3, Deleted in Liver Cancer 3), STARD12 (DLC-1, Deleted in Liver 
Cancer 1) ja STARD13 (DLC-2, Deleted in Liver Cancer 2), säätelevät Rho-GTPaaseja. 
STARD12 ja STARD13 vaikuttavat solun aktiinitukirankaan ja vähentävät solun 
liikkuvuutta. START-alue voi toimia tämän alaryhmän proteiinien säätelyalueena (27). 
Toinen alaryhmä ovat tioesteraasin sisältävät START-proteiinit STARD14 ja STARD15. 
Niiden START-alueen ligandeja ei tarkoin tunneta eivätkä ne osallistu kolesterolin 
kuljetukseen. Niiden entsyymiaktiivisuuden substraatteina ovat erimittaiset asyyli-
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koentsyymi A:t (aktivoidut karboksyylihapot). START-proteiineilla voi olla merkitystä 
kolesterolin ja rasvahappojen metaboliassa (27). 
STARD4, D5 ja D6 sitovat kolesterolin lisäksi todennäköisesti myös oksisteroleja. Muita 
lipidejä kuljettavia START-proteiineja ovat STARD2, D7, D10 ja D11. Tämän alaryhmän 
proteiinit kuljettavat fosfolipidejä ja keramideja ja niiden uskotaan vastaavan osasta 
solun lipidiliikenteestä (27). 
 
2.3 HER2 amplikoni rintasyövässä 
HER2 (Human Epidermal Growth Factor Receptor 2) kuuluu ihmisen epidermaalisten 
kasvutekijäreseptorien ryhmään, johon kuuluu myös HER1 (EGFR), HER3 ja HER4. 
Kasvutekijäreseptorit sitovat solunulkopuolisella osallaan kasvutekijöitä, jonka jälkeen 
ne muodostavat parin toisen HER-reseptorin kanssa. Pariutumisen jälkeen reseptorien 
soluliman puoleiset osat fosforyloivat toisensa ja välittävät kasvuviestin solun sisälle 
toisiolähettien avulla (40). 
Vaikka HER2 kuuluukin kasvutekijäreseptoriryhmään, ei ole pystytty osoittamaan 
mitään ligandia, jota reseptori sitoisi. Sen vuoksi sitä kutsutaan ”orvoksi reseptoriksi” 
(orphan receptor) (41, 42). Sen sijaan HER2 toimii dimerisoitumisparina muille HER-
ryhmän reseptoreille ja muodostaa niiden kanssa pitempiaikaisia reseptorikomplekseja 
kuin pelkät samantyyppiset reseptorit keskenään ja siten edistää viestinvälitystä solun 
sisälle (41). HER2:n yli-ilmentyessä voimakkaasti se voi muodostaa homodimeerejä 
(HER2-HER2-pareja) toisten HER2-proteiinien kanssa ja siten edistää solun kasvua 
ligandista riippumattomalla tavalla (42). 
Amplikoniksi kutsutaan DNA-aluetta, joka DNA:n monistumisen säätelymekanismien 
pettäessä esimerkiksi syövässä monistuu kromosomissa suhteessa muuhun DNA:han. 
HER2:n sisältävä amplikoni sijaitsee kromosomissa 17 alueella 17q12–q21 (Kuva 3)(43). 
Kyseisessä amplikonissa on usein myös fenyylietanoliamiini-N-metyylitransferaasin 
(PNMT), β-tyypin proteasomialayksikkö 3:n (PSMB3), ribosomaalisen proteiinin L19:n 
(RPL19) ja erään tumareseptorin (NR1D1) sekä MLN64:n monistuma(44). Erityisesti 
MLN64:n monistumisen on osoitettu seurailevan hyvinkin tarkasti HER2:n monistumaa 
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(45, 46). MLN64:n ja HER2:n transkriptitasojen avulla voidaan ennustaa rintasyövän 
etenemistä paremmin kuin kummankaan geenin transkriptin avulla yksinään (47). On 
esitetty spekulaatioita siitä, kumpi näistä geeneistä on päävastuussa HER2-positiivisten 
rintasyöpien pahanlaatuisuudesta tai onko se kenties niiden molempien tulos (47). 
Lisäksi on osoitettu, että MLN64:llä ja HER2:lla on yhteisiä transkriptiotekijöitä ja on 
spekuloitu, että siten ne voisivat toimia samassa biologisessa signaalireitissä (48). 
 
Kuva 3. HER2-amplikoni kromosomissa 17q12-q21. HER2:n (ERBB2) ja MLN64:n (STARD3) geenit sijaitsevat lähellä 
toisiaan ja monistuvat lähes aina samanaikaisesti. Kuva on muokattu Kauraniemen ja Kallioniemen artikkelin pohjalta 
(49). 
 
2.4 HER2-positiivisuuden merkitys rintasyövässä 
HER2:n on havaittu olevan monistunut ja yli-ilmentynyt jopa 30 %:ssa rintasyövistä (42). 
Tällöin puhutaan HER2-positiivisesta rintasyövästä. HER2-positiivisuus on yleensä 
huonon ennusteen merkki ja HER2-positiiviset syövät lähettävät herkemmin 
etäpesäkkeitä (50). HER2 on tärkeä terapeuttinen kohdemolekyyli, jota vastaan on 
kehitetty humanisoitu monoklonaalinen vasta-aine, trastutsumabi (Herceptin®) (51). 
Sen on havaittu parantavan HER2-positiivisten syöpien ennustetta (52) ja sitä 
käytetäänkin nykyään HER2-positiivisten rintasyöpien hoidossa. 
Rintasyöpiä jaotellaan eri ryhmiin muun muassa niiden estrogeeni- ja 
progesteronireseptoristatuksen (ER-status ja PR-status), kasvaimen koon ja 
imusolmuke-etäpesäkkeiden mukaan. Edellä mainituilla jaotteluilla on ratkaiseva 
merkitys syövän hoidon ja lääkityksen valinnan kannalta. ER- ja PR-negatiivisuus, suuri 
koko ja etäpesäkkeet ovat huonomman ennusteen merkkejä. Jaottelemalla potilaita 
lisäksi HER2-statuksen mukaan on havaittu, että HER2-positiivisuus lisää kuolleisuutta ja 
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syövän uusimisriskiä näiden muiden ennustetekijöiden lisäksi verrattuna HER2-
negatiivisiin potilaisiin (53). Lisäksi HER2-positiiviset rintasyövät ovat useammin ER- ja 
PR-negatiivisia HER2-negatiivisiin verrokkeihin verrattuna (44, 54), jolloin niiden vaste 
hormonihoitoihin on huonompi. 
 
 2.5 MLN64:n yli-ilmentämisen ja hiljentämisen vaikutukset 
soluviljelmässä 
Solukalvon kolesterolipitoisuuden tiedetään vaikuttavan solun EGFR-signalointiin. Jos 
solukalvolta poistetaan kolesterolia, kalvon EGFR-reseptorien määrä ja aktiivisuus 
kasvavat (2-4). Soluviljelyissä on osoitettu MLN64:n yli-ilmentymisen muuttavan 
solukalvon kolesterolipitoisuutta (14). Soluviljelyissä on myös huomattu MLN64:n 
hiljentämisen siRNA-tekniikalla hidastavan solujen jakautumista (Boris Vassilev ja Elina 
Ikonen, julkaisemattomat havainnot) (55). Havainnot, jotka kertovat MLN64:n kyvystä 
vaikuttaa välillisesti HER-signalointiin ja tieto, että MLN64 sijaitsee HER2:n kanssa 
samassa amplikonissa herättävät kysymyksen, voiko MLN64 olla osatekijänä HER2-
positiivisten rintasyöpien kehittymisessä pahanlaatuisemmiksi. 
MLN64:n kokonaisvaltainen rooli solun tasapainolle on vielä selvittämättä. Sillä on 
merkityksensä steroidisynteesissä, kuten yllä kerrotaan, mutta se näyttäisi vaikuttavan 
myös solujen jakautumiseen ja kasvuun. Eri solutyypeissä sillä näyttäisi olevan hyvin 
erilaisia toimintoja: istukassa steroidogeneesin mahdollistaminen, makrofageissa 
kolesterolitasapainon säätely (56), rintasyövässä huonon ennusteen, sekä maksassa sen 
ylimäärän on osoitettu ristiriitaisesti jopa lisäävän apoptoosia (57). 
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3 Aineisto ja menetelmät  
3.1 FinHer-materiaali 
3.1.1 Kliininen kuvaus 
FinHer-aineisto koostuu lokakuun 2000 ja syyskuun 2003 välillä Suomessa hoidetuista 
alle 66-vuotiaista rintasyöpäpotilaista, joita aineistossa on mukana 1010. Näytteistä on 
tutkittu steroidireseptori- sekä HER2-tasot immunohistokemiallisin menetelmin. 
Väärien HER2-positiivisten tulosten välttämiseksi kaikki immunohistokemiallisesti +2 tai 
+3 näytteet (asteikolla 0, +1, +2, +3) arvioitiin lisäksi kromogeenisella in situ 
hybridisaatiolla (CISH) (16, 58), jonka on osoitettu olevan luotettavampi menetelmä 
HER2-amplifikaation osoittamiseen kuin immunohistokemialliset menetelmät (59). 
Aineiston potilailla on vähintään yksi etäpesäke kainaloimusolmukkeissa tai kiinteä 
kasvain, jonka läpimitta on >20mm ja jonka progesteronireseptoristatus on 
negatiivinen. Aineistosta poissulun kriteerit ovat: etäpesäkkeitä muualla kuin kainalossa, 
raskaus, huomattavan korkea verenpaine, sydänsairaudet, kohonneet maksa-arvot tai 
liian matalat valkosolu- tai verihiutalearvot (16). Syöpänäytteistä 778 oli HER2-
negatiivisia ja 232 HER2-positiivisia. 
 
3.1.2 MLN64:n immunohistokemialliset värjäykset 
FinHer-aineiston näytteet oli analysoitu MLN64-proteiinin suhteen 
immunohistokemiallisella (IHC) menetelmällä (Harri Sihto, julkaisemattomat 
havainnot). Näytteet oli kiinnitetty formaliinissa ja valettu parafiiniin ja IHC:a varten 
niistä leikattiin 5 µm paksut kudosleikkeet SuperFrost+ -objektilasille (Menzel-Gläser, 
Saksa). Parafiini liuotettiin kudoksesta ksyleenillä (2x5min) ja näytteet rehydroitiin 
laskevan konsentraation etanolisarjalla. Kudosten endogeeninen 
peroksidaasiaktiivisuus hävitettiin hautomalla (inkuboimalla) niitä 30 minuuttia 
vetyperoksidiliuoksessa (200ml H2O + 5ml 30 % H2O2). Näytteet pestiin kaksi kertaa 
vedellä. Antigeenin paljastaminen tehtiin EDTA-hauteessa (10mM Tris, 1mM EDTA, pH 
9.0) hautomalla 30 minuuttia +98˚C:ssa. Näytteet pestiin 2 kertaa TBS:llä (Tris-
puskuroitu keittosuolaliuos). MLN64:n havaitsemiseksi IHC:ssä näytteille lisättiin 
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MLN64-proteiinille spesifinen vasta-aine (anti-MLN64). Se on tuotettu kaneissa 
immunisoimalla ne E. colissa tuotettua MLN64:n START-alueen GST (glutamiini-S-
transferaasi)-fuusioproteiinia vastaan. Affiniteettipuhdistettu vasta-aine tunnistaa 
endogeenisen MLN64-proteiinin spesifisesti Western Blot -eletroforeesissa, 
immunofluoresenssi- ja immunohistokemiallisissa värjäyksissä (Maarit Hölttä-Vuori ja 
Elina Ikonen, julkaisemattomat havainnot). MLN64-vasta-aine laimennettiin suhteessa 
1:25 PowerVision-vasta-aineblokkausliuokseen (Immunovision Technologies Co, Daly 
City, Kalifornia) ja vasta-aineliuosta pipetoitiin 100µl kullekin näytteelle, jota haudottiin 
tunnin ajan huoneenlämmössä (RT). Näytteet pestiin kahdesti TBS:llä. Näytteille lisättiin 
100µl post-blocking-liuosta ja haudottiin 20 minuuttia RT. Näytteet pestiin taas kahdesti 
TBS:llä, jonka jälkeen niille lisättiin 100µl Poly-HRP anti-rabbit IgG -vasta-ainetta ja 
haudottiin 40 minuuttia RT. Näytteet pestiin 2 kertaa TBS:llä. Tutkittavaan proteiiniin 
sitoutuneet vasta-ainekompleksit tunnistettiin HRP:n (Horseradish peroxidase, 
piparjuuriperoksidaasi) katalysoimalla värireaktiolla käyttäen substraattina DAB:ia (3,3-
diaminobentsidiini), vetyperoksidia ja vettä (suhteessa: 45µl+45µl+1000µl, 
100µl/näyte). Näytteet pestiin 2 kertaa vedellä ja, taustavärjättiin hematoksyliinillä 
minuutin ajan, jonka jälkeen niitä huuhdeltiin 10 minuuttia juoksevalla vedellä. Näytteet 
käsiteltiin nousevan konsentraation etanolisarjalla ja ksyleenillä. Värjäysten 
määritykseen käytettiin Powervision+ Poly-HRP histostaining kit:iä (Immunovision 
Technologies Co, Daly City, Kalifornia). 
Syöpäsolujen solulimassa esiintyvän MLN64:n ilmentymisen voimakkuus arvioitiin 
silmämääräisesti asteikolla 0 (heikko värjäytyminen tai ei havaittavaa värjääntymistä), 1 
(keskitasoinen värjäytyminen), 2 (voimakas värjäytyminen) ja värjäyksen voimakkuuden 
mukaan näytteet jaoteltiin kyseisiin ryhmiin. Immunohistokemialliset värjäykset ja 
niiden tulkinnan suoritti Harri Sihto.  
 
3.1.3 qPCR:lla analysoitavien näytteiden valinta 
FinHer-aineiston syöpänäytteiden RNA:n oli eristänyt Kölnissä formaliiniin fiksoiduista 
parafiiniin valetuista kudosleikkeistä (FFPE, formalin-fixed, paraffin embedded) Siemens 
Healthcare Diagnostics Products GmbH. Käänteiskopiointireaktioihin valittiin 
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ensisijaisesti näytteet, jotka täyttivät seuraavat laatukriteerit: RNA-konsentraatio yli 
500ng/µl ja RNA:n puhtaudesta kertovat absorbanssiluvut olivat yli tyydyttävän tason, 
joka on 2. Katso näiden parametrien määritykset luvusta 3.4 RNA:n laadunvarmistus. 
Valittujen näytteiden RNA-konsentraation keskiarvo oli 3610ng/µl, vain neljällä 
näytteellä se oli alle 1000ng/µl). Käänteiskopiontireaktioihin valituista näytteistä 11 
näytteen RNA-konsentraatio oli hyvä (1300-4800ng/µl), mutta A260/A230-suhde oli alle 
kaksi (välillä 0,91-1,96), mikä voi viitata proteiinikontaminaatioon. Näiden 11 näytteen 
lisäksi 3 näytettä, joissa A260/A230-suhde oli alle kaksi, otettiin kääntöihin mukaan, 
mutta kaikki nämä kolme huonolaatuisempaa näytettä poistettiin lopulta analyyseistä 
TBP:n huonon monistumisen tai triplikaattien suuren hajonnan vuoksi. 
Näytteitä valittiin käänteiskopiointireaktioihin yhteensä 111 kappaletta. 55 niistä oli 
MLN64-negatiivisia (IHC:ssa luokkaa 0 eli korkeintaan heikko värjäytyminen MLN64-
vasta-aineella) ja 56 oli sitä voimakkaasti tuottavia (IHC:ssa luokkaa 2 eli voimakas 
värjäytyminen MLN64-vasta-aineella).  
 
3.2 Eettiset luvat 
Helsingin ja Uudenmaan sairaanhoitopiirin eettinen toimikunta on hyväksynyt 
tutkielmassa käytetyn aineiston (FinHer-aineisto) hyödyntämisen tutkimuksessa 
(lupanumero: HUS 125/13/03/02/2014). Ennen kudosnäytteiden keruuta tutkittavat 
ovat antaneet informoidun suostumuksen näytteiden luovuttamisesta.  
 
3.3 Vertailukudoksen RNA-eristys 
Vertailukudoksena käytettiin ihmisen lisämunuaisen kuorikerrosta. Kudosnäytteen on 
tutkielmaan ystävällisesti lahjoittanut dosentti Johanna Arola Helsingin yliopiston 
Patologian laitokselta. Kudosnäyte säilytettiin -75˚C:ssa. Eristykseen käytettiin 
QIAGEN:in RNeasy Mini Kit:iä ja protokollana paketin ohjekirjan ohjetta RNA:n 
eristykseen eläinkudoksesta. 
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Määräosuus (aliquot) tehtiin RLT-puskurista: 1ml RLT-puskuria, johon lisättiin 10µl β-
merkaptoetanolia ja sekoitettiin hyvin. Käytettävään RPE-puskuriin oli lisätty ohjeen 
mukaisesti ennen käyttöönottoa neljä tilavuusyksikköä absolutoitua etanolia. 
Vertailukudospala (massa 130mg) liuotettiin 1,5ml:n mikrosentrifugiputkessa 
(Eppendorf-putki) 900µl:aan RLT-puskuria ja homogenisoitiin 25G:n neulan ja 1ml:n 
ruiskun avulla aspiroimalla liuosta noin 20 kertaa, kunnes kudospala oli sulanut kunnolla 
ja liuennut mahdollisimman hyvin puskuriin. Putkea sentrifugoitiin 3 minuutin ajan 
nopeudella 13000 kierrosta minuutissa (13000 rpm). Otettiin 600µl liuosta 
(supernatantti) uuteen mikrosentrifugiputkeen ja lisättiin 600µl 70 % etanolia sekä 
sekoitettiin hyvin pipetin avulla. 700µl tätä liuosta pipetoitiin 2ml:n kerääjäputken päällä 
olevaan RNeasy spin -pylvääseen. Kansi suljettiin ja putkea sentrifugoitiin 30 sekuntia 
13000 rpm. Läpi valunut neste poistettiin, pipetoitiin 700µl RW1-puskuria pylvääseen ja 
sentrifugoitiin 30 sekuntia 13000 rpm. Läpi valunut neste poistettiin, pipetoitiin 500µl 
RPE-puskuria pylvääseen ja sentrifugoitiin 30 sekuntia 13000 rpm. Läpi valunut neste 
poistettiin, lisättiin 500µl RPE-puskuria ja sentrifugoitiin 2 minuuttia 13000 rpm. 
Kerääjäputki vaihdettiin uuteen ja sentrifugoitiin vielä 1 minuutti 13000 rpm. 
Kerääjäputki vaihdettiin uuteen 1,5ml putkeen, lisättiin 50µl RNaasitonta (RNaasi on 
RNA:ta pilkkova entsyymi) vettä ja sentrifugoitiin 1 minuutin ajan 13000 rpm. Saatu 
kokonais-RNA (tilavuus 40µl) pakastettiin ja säilytettiin -75˚C:ssa. 
 
3.4 RNA:n laadunvarmistus 
3.4.1 Vertailunäytteen RNA-määritys 
2µl vertailunäytteen RNA:ta sekoitettiin 78µl:aan 50mM Tris-HCl-liuosta (pH 7,4) jolloin 
laimennussuhde oli 1:40. Mittalaitteena oli GE Healthcare:n GeneQuant 1300 -
spektrofotometri. Laite mittaa kyvettiin laitettavan nesteen absorbanssin eri valon 
aallonpituuksilla ja määrittää sillä tavoin RNA-konsentraation ja näytteen 
puhtausasteen. 
Ensin kyvetti huuhdeltiin 70µl:lla Milli-Q -vettä, joka aspiroitiin pipetin avulla pois. 
Nollanäytteenä käytettiin 70µl pelkkää 50mM Tris-HCl-liuosta (pH 7,4). Nollanäytteellä 
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vähennetään mittausvirhettä poistamalla pelkän liuottimen aiheuttaman absorbanssin 
vaikutus. Mittauksen jälkeen nollanäyte aspiroitiin pois ja tilalle pipetoitiin 70µl aiemmin 
valmistettua näyteliuosta. Laimennussuhde ilmoitettiin mittalaitteelle. Tuloksena 
saatiin lisämunuaiskuorinäytteen RNA-konsentraatioksi 390ng/µl. Näytteen puhtaus 
arvioitiin absorbanssisuhteiden A260/A230 ja A260/280 avulla. Suhteiden kuuluu 
laitteen käyttöohjeen mukaan olla yli 2, näytteessä suhteet olivat 2,085 ja 2,198 eli 
laadultaan näyte oli hyvä. Näytteen absorbanssi 260nm:n kohdalla oli 0,244, mikä on 
riittävän suuri laitteen ohjeen mukaan (minimi on 0,100, jottei havaitsemistarkkuus 
haittaa mittauksen luotettavuutta). 
 
3.4.2 FinHer-näytteiden RNA-määritys 
FinHer-näytteiden RNA-konsentraatio ja laatu määritettiin Thermo Scientificin 
NanoDrop 2000 -spektrofotometrilla. Näytettä laitettiin mittauskohtaan 1µl ja laite 
mittasi absorbanssin eri aallonpituuksilla ja määritti samat RNA:n puhtauden arviointiin 
tarvittavat absorbanssisuhteet kuin GeneQuant. Näytteet, joiden RNA oli tuhoutunut tai 
joiden absorptiokuvaajan huippu ei ollut selkeä ja yksihuippuinen, poistettiin 
tutkimuksesta. Myöskin NanoDropilla mitattaessa puhtaan RNA-laadun mittareita ovat 
absorbanssien 260nm/230nm sekä 260nm/280nm arvot, jotka ovat yli 2. 15 näytteessä 
absorbanssisuhde 260/230 oli alle 2, mutta korkean RNA-konsentraation vuoksi 
näytteet otettiin mukaan tutkimukseen. 
 
3.5 Käänteiskopiointireaktiot 
Käänteiskopiointireaktio perustuu muokattuun jyrsijöiden Moloney leukemiaviruksen 
(M-MLV) käänteiskopioijaentsyymiin, joka kykenee syntetisoimaan RNA:sta cDNA:ta. 
Kaikki qPCR:ssä käytetyt näytteet käännettiin RNA:sta cDNA:ksi (RNA-juosteelle 
komplementaarinen DNA-juoste) Invitrogenin Superscript® VILO™ cDNA-
synteesipakkauksella noudattaen pakkaukseen merkittyä protokollaa. Pakkaus sisälsi 
kaksi reagenssia: 5x VILO™ Reaction Mix ja 10x Superscript® Enzyme Mix. 5x VILO™ 
Reaction Mix sisälsi sattumanvaraiset alukkeet, MgCl2 ja deoksiribonukleotiditrifosfaatit 
(dNTP:t). 10x Superscript® Enzyme Mix sisälsi käänteiskopioijaentsyymin, ribonukleaasi-
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inhibiittorin ja patentoidun auttajaproteiinin. Käänteiskopiointireaktioon käytettiin 1µl 
RNA-näytettä, kun näytteen RNA-konsentraatio oli >1000ng/µl ja 2µl, kun näytteen 
RNA-konsentraatio oli <1000ng/µl. RNA:n lisäksi 5x VILO™ Reaction Mixiä käytettiin 
4µl/reaktio, 10x Superscript® Enzyme Mixiä 2µl. Vettä lisättiin reaktiotilavuuden 
saattamiseksi 20µl:aan.  
 
3.6 Kvantitatiivinen PCR (qPCR) 
3.6.1 qPCR:n perusperiaate 
Kvantitatiivisen polymeraasiketjureaktion (qPCR) perusperiaatteena on mitata 
reaktioliuoksen fluoresenssin muutosta. Liuoksessa on tutkittavan geenin cDNA:han 
sitoutuva koetin, joka on leimattu fluoresoivalla molekyylillä, joka sopivalla 
aallonpituudella viritettynä lähettää valoa toisella aallonpituudella. Valon intensiteetti 
on verrannollinen liuoksessa monistuvan DNA-määrän kanssa, joka ihannetilanteessa 
kaksinkertaistuu jokaisessa syklissä, jolloin sen määrä kasvaa eksponentiaalisesti. Tässä 
tutkielmassa käytetty koetin perustuu TaqMan-tekniikkaan (60). Koetin on lyhyt (8-9 
emäsparia) nukleiinihappopätkä, joka sitoutuu komplementaariseen DNA-juosteeseen 
emäsparisäännön mukaisesti ja joka sisältää DNA:n lisäksi myös LNA:ta (lukittu 
nukleiinihappo) ja joka on leimattu 5’-päästä fluoresoivalla osalla ja 3’-päästä 
fluoresenssia absorboivalla (imevällä) osalla(61). LNA on ”muokattu RNA”, jossa RNA:n 
riboosin 2’-happi on kiinni 4’-hiilessä metyleenisillalla. LNA yhdistettynä DNA-ketjuun 
voi lisätä ketjun sitoutumisen voimakkuutta vastinketjuun, jolloin kaksoisketjun 
termodynaaminen kestävyys kasvaa(61), eli tässä tapauksessa normaalia lyhyempi 
koetin sitoutuu vastinjuosteeseensa voimakkaammin korkean sulamislämpötilansa 
vuoksi. Koska FFPE-kudosnäytteiden RNA on pilkkoutunutta, monistettava cDNA-alueen 
ja koettimien on siksi oltava hyvin lyhyitä. Tämän vuoksi valittiin LNA:ta sisältävät 
koettimet. Koetin alkaa emittoida valoa vasta, kun se vapautuu koettimesta Taq DNA-
polymeraasin eksonukleaasin avulla, jolloin fluoresenssia näkyy valona eikä absorboidu 
energiana koettimen absorboivaan osaan. Emission määrä kasvaa eksponentiaalisesti 
DNA:n monistuessa eksponentiaalisesti. qPCR:n matemaattinen tausta selitetään 
tarkemmin luvussa 3.7.1 qPCR-menetelmän matemaattinen tausta.  
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Menetelmässä verrataan tutkittavien geenien ilmentymistä suhteessa tunnettuun 
taloudenpitogeeniin (housekeeping gene) samassa näytteessä, jonka ilmentyminen 
tulisi olla tasaista kontrollinäytteiden ja tutkittavien näytteiden (ja ylipäätään kaikkien 
kudosten) välillä, jotta eri qPCR-reaktiot voidaan standardoida toistensa suhteen 
kontrollinäytteen avulla. Tässä tutkielmassa vertailugeeninä käytetään TATA-boksiin 
sitoutuvaa proteiinia (TATA-box binding protein, TBP).  
 
3.6.2 Alukkeiden ja koettimien valinta 
qPCR:ssä tarvittiin DNA-alukkeet sekä tutkittaville geeneille HMGCR:lle ja CYP11A1:lle 
että vertailugeenille TBP:lle. Alukkeet valittiin Universal probe libraryn probe finder -
ohjelmalla (Roche). Ensin syötettiin geenin nimi, minkä jälkeen valittiin geenin pisin 
transkripti. Lisäksi valittiin koetin- ja alukesuunnittelu, joka on tarkoitettu Dual colour -
reaktioille (samassa kuopassa voidaan mitata kahden eri geenin monistumista 
koettimilla, jotka lähettävät eri aallonpituista fluoresenssia). TBP:lle ei tarvinnut 
suunnitella alukkeita tai koetinta, vaan ne oli valmiiksi suunniteltu qPCR:a varten 
(Universal ProbeLibrary human TBP gene assay, cat# 05189284001, Roche). Ohjelman 
ehdottamista taloudenpitogeeneistä valittiin TBP, koska ohjelman mukaan se toimi 
kaikilla neljällä alukeparilla ja sitä oli valmiiksi saatavilla laboratoriossamme. 
Alukkeita päätettiin hankkia 2 paria kummallekin kohdegeenille siltä varalta, että PCR-
reaktiossa jokin pari ei toimisikaan toivotulla tavalla. Ensisijaisina alukkeina CYP11A1:lle 
käytettiin 5’-AGG ACC AAG ACC TGG AGG G-3’ (”Eteenpäin”-juoste/F-aluke) ja 5’GAA 
GTT CTG GGT GTA TAT GTC AGC-3’ (”Taaksepäin”-juoste/R-aluke). Varalla CYP11A1:lle 
olivat alukkeet 5’-AGG AGG GGT GGA CAC GAC-3’ (F-aluke) ja 5’-TTG CGT GCC ATC TCA 
TAC A-3’ (R-aluke). Ensisijaisina alukkeina HMGCR:lle käytettiin 5’-GTT CGG TGG CCT CTA 
GTG AG-3’ (F-aluke) ja 5’GCA TTC GAA AAA GTC TTG ACA AC-3’ (R-aluke). Varalla 
HMGCR:lle olivat 5’-GAC GCA ACC TTT ATA TCC GTT-3’ (F-aluke) ja 5’-TTG AAA GTG CTT 
TCT CTG TAC CC-3’ (R-aluke). Nämä alukkeet tilattiin Biomers.net:istä (Ulm, Saksa). 
Ennen käyttöä kohdegeenien alukkeet liuotettiin valmistajan ohjeiden mukaiseen 
tilavuuteen RNaasitonta ja DNaasitonta vettä. Tuloksena saatiin varastoputket, joiden 
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alukepitoisuus oli 100pmol/µl. Varastoputkia säilytettiin -20˚C:ssa. Niistä tehtiin veteen 
laimentamalla käyttöliuokset (10pmol/µl) kutakin aluketta. 
TBP:n alukkeet kuuluivat samaan pakettiin qPCR-koettimen kanssa (Universal 
ProbeLibrary human TBP gene assay, cat# 05189284001, Roche). Alukkeet olivat 
käyttövalmiina liuoksena. 
 
3.6.3 PCR-reaktioiden optimointi 
PCR-reaktioiden toimivuus testattiin ennen varsinaisten näytteiden analyysejä. PCR-
levyjen ajoihin käytettiin LightCycler 480 -laitetta (Roche) ja tulosten lukemiseen oheista 
LightCycler 480 software -ohjelmaa. PCR-levyinä käytettiin Rochen 96-kuoppaisia 
LightCycler-levyjä. Kutakin PCR-reaktiota varten pipetoitiin 10µl Probes Master® -liuosta 
(joka sisältää PCR-puskurin, polymeraasin sekä deoksiribonukleotiditrifosfaatit), 0,4µl F-
aluketta, 0,4µl R-aluketta, 0,2µl koetinta, cDNA:ta 1µl tai 2µl ja loput vettä 20µl:aan 
saakka. Alukeliuosten pitoisuudet olivat 10pmol/µl ja kaikkien PCR-levyjen pipetointi 
suoritettiin laminaarikaapissa. Ennen ajoa LightCycler 480:llä levyt peitettiin LightCycler 
480 Sealing Foil (Roche) -kalvoilla ja sentrifugoitiin 30 sekuntia 2000rpm. 
Ensin testattiin molempien kohdegeenien ensisijaisten alukkeiden toimivuus kahdella 
tavalla: yksittäisreaktioina eli kuoppaan laitettiin vain cDNA, kohdegeenin alukkeet, 
kohdegeenin koetin ja LightCycler 480 Probes Master® -reaktioliuos (Roche), mutta 
myös tuplareaktiona, johon edellisten lisäksi laitettiin vertailugeenin alukkeet ja koetin. 
Näiden kahden reaktion fluoresenssikäyriä vertailtiin keskenään, jotta nähtiin, tulevatko 
tuplareaktiossa samat sykliluvut samoille geeneille riippumatta metodista vai 
inhiboivatko rinnakkaiset PCR-reaktiot samassa liuoksessa toisiaan. Tämä näkyisi 
fluoresenssin eksponentiaalisen nousun muutoksena tuplareaktiossa suhteessa 
yksittäisreaktioihin. Samalla tutkittiin myös, tuleeko rinnakkaiselle fluoresenssikanavalle 
vuotoa toisen värin kanavalta, jolloin tulokset voisivat vääristyä. Reaktioissa käytettiin 
vertailunäytettä (ihmisen lisämunuaiskuori) 1µl ja 2µl sekä näytteitä 1 (MLN64-
negatiivinen) ja 516 (MLN64-positiivinen) 1µl:n ja 2µl:n tilavuudet.  
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CYP11A1:n ensisijaiset alukkeet ja koetin toimivat tuplareaktiossa, mutta yksittäisajot 
olivat epäonnistuneet. Täten CYP11A1:n ensisijaisten alukkeiden yksittäis- ja 
tuplareaktioiden vertailu ei vielä onnistunut. Tämä CYP11A1:n ensisijaisten alukkeiden 
fluoresenssien vertailu tehtiin vielä erikseen. Yksittäisreaktioiden fluoresenssitasot 
osoittautuivat tuplareaktioita paremmiksi. HMGCR:n reaktiot toimivat kohtalaisella 
tasolla. Siksi päätimme vielä testata CYP11A1:n molemmat alukkeet ja koettimet ja 
HMGCR:n toissijaiset.  
HMGCR:n toissijaiset alukkeet ja koetin toimivat hyvin ja CYP11A1:llä ensisijaiset 
reagenssit osoittautuivat toimiviksi. Täten analyyseissä päädyttiin käyttämään 
CYP11A1:n ensisijaisia alukkeita ja koetinta ja HMGCR:n toissijaisia. Tuplareaktioissa 
fluoresenssitasot olivat selvästi matalammat kuin yksittäisreaktioissa ja kanavavuotoa 
oli jonkin verran, joten päädyttiin ajamaan näytteet yksittäisreaktioina. 
 
3.6.4 Standardisuorat 
Standardisuoriin käytettiin vertailukudosnäytettä, josta tehtiin laimennussarja PCR-
reaktioita varten. Laimennussarjan avulla voitiin laskea laajalle konsentraatiohaarukalle 
suora, johon analyysilevyjen tuloksia verrattiin kunkin levyn sisäisen vertailunäytteen 
avulla. 
Aluksi tehtiin laimennussarja, jonka suhteelliset näytekonsentraatiot olivat 2, ½, ¼, 1/8, 
1/16, 1/32, 1/64 ja 1/128. Laimennussarjan eri konsentraatioiden PCR-reaktiot tehtiin 
triplikaatteina eli kolmena rinnakkaisena näytteenä tutkimuksen tarkkuuden 
parantamiseksi. Reaktioliuokset valmistettiin ja pipetoitiin PCR-levylle laimennussarjan 
näytteiden kanssa. Standardisuorien teossa käytetyn PCR-levyn asetelmaa 
havainnollistaa taulukko Liitteenä 1.  
Ensimmäiset standardisuorat eivät osuneet tyydyttävästi samalle tasolle optimoinneissa 
havaittujen rintasyöpänäytteiden monistumien kanssa. Näytteiden syklit olivat 37-40, 
36-40 ja 36-39 CYP11A1:lle, HMGCR:lle ja TBP:lle, tässä järjestyksessä. Standardisuorien 
syklihaarukat ylettyivät väleille 20-28, 37-40 ja 36-40, vastaavassa järjestyksessä. Mikäli 
näytteiden sykliluvut eivät asetu standardisuoralle, sen avulla ei voi luotettavasti verrata 
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eri levyjen syklilukuja ja siten ilmentymistasoja toisiinsa, sillä suoran ulkopuolella olevien 
pitoisuuksien monistustehokkuudesta ei ole tietoa. Siksi tehtiin uusi standardisuora, 
jossa laimennussuoran suhteelliset konsentraatiot olivat 1, 1/100, 1/500, 1/1000, 
1/2500 ja 1/10000. Tämän suoran ongelmana oli pienten pitoisuuksien vuoksi suurempi 
hajonta triplikaattien (kolmen rinnakkaisen näytteen) välillä. Suoraa muodostettaessa 
selkeät poikkeavat näytteet, kuten monistumattomat tai sykliluvultaan kahdesta 
muusta rinnakkaisesta useammalla syklillä erottuvat, poistettiin, jolloin suorasta saatiin 
mahdollisimman tarkka vertailukohta, jota vasten näytteitä voidaan vertailla. Toisen 
standardisuoran sykliluvut olivat: 21-33, 24-36  ja 27-39 sykliä CYP11A1:lle, HMGCR:lle 
ja TBP:lle, tässä järjestyksessä eli lähempänä näytteiden syklilukuja. 
Itse syöpänäytteiden ajojen jälkeen päätettiin tehdä vielä yksi standardisuora-ajo, jonka 
syklilukuja pyrittiin saamaan ylettymään vielä korkeammalle, sillä huomattava osa 
syöpänäytteistä ei osunut aiemmille standardisuorille (40/110 kappaletta (36 %) ei 
osunut CYP11A1:n suoralle, 56/110 (51 %) ei osunut HMGCR:n suoralle. Kolmannen 
standardisuorasarjan sykliluvut olivat: 19-35,8 CYP11A1:lle, 21-37,2 HMGCR:lle ja 27-39 
TBP:lle. Uusia standardisuoria käytettäessä CYP11A1:n standardisuoran ulkopuolelle jäi 
33/110 (31 %) näytettä ja HMGCR:n suoran ulkopuolelle 42/110 (38 %) näytettä.  
Suhteellisten mRNA-määrien määrittämiseen käytettiin kolmannen standardisuora-ajon 
suoria CYP11A1:lle ja HMGCR:lle, mutta toisen standardisuora-ajon suoraa TBP:lle. Syy 
sille, että käytettiin eri kerralla ajettua TBP-suoraa, oli se, että TBP-suora oli huonompi 
kolmannessa ajossa kuin toisessa, mutta HMGCR- ja CYP11A1-suorat olivat kolmannella 
kerralla aiempia suoria laadukkaampia. 
3.6.5 Potilasnäytteiden analysointi 
qPCR:ssä näytteistä tehtiin aina kolme rinnakkaista reaktiota (triplikaatit) tutkimuksen 
tarkkuuden parantamiseksi. Yhdessä 96-kuoppalevyssä voitiin ajaa kerrallaan 9 
näytettä, levyn sisäinen kontrollinäyte sekä negatiivinen kontrolli eli vesinäyte. Levyn 
sisäinen kontrollinäyte oli vertailukudosta eli lisämunuaiskuorta ja sillä standardoitiin 
kaikki muut levyn näytteet ulkoiseen standardisuoraan nähden. Näin myös eri levyillä 
ajettuja tuloksia voitiin vertailla keskenään. Negatiivinen kontrolli tehtiin, jotta nähtiin, 
etteivät reaktioliuokset olleet saastuneita – negatiivisessa näytteessä ei pitäisi näkyä 
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fluoresenssin nousua eli siis siinä ei pitäisi olla DNA:n monistumista. Tutkielmassa 
näytteiden ajoon käytettävän qPCR-levyn perusasetelma liitteenä 2. 
Syöpänäytteitä käytettiin 1,9µl kuhunkin reaktioon, muut reagenssit on selostettu 
luvussa 3.6.3 PCR-reaktioiden optimointi. LightCyclerin ajo-ohjelmaksi valittiin Rochen 
oma Dual Color Hydrolysis Probe/UPL Probe -ajo 96-kuoppalevylle. Siihen kuului 10 
minuutin esi-inkubointi 95˚C:ssa, monistussyklit (60 sykliä), joissa 10 sekuntia 95˚C:ssa, 
30 sekuntia 60˚C:ssa ja 1 sekunti 72˚C:ssa. Monistussyklien jälkeen oli jäähdytys 30 
sekuntia 40˚C:ssa. Fluoresenssi määritettiin kunkin monistussyklin 60˚C:n hautomisen 
lopussa. 
3.7 Tulosten analysointi 
3.7.1 qPCR-menetelmän matemaattinen tausta 
Tutkielmassa käytetyn LightCycler 480 -ohjelmiston avulla geenien suhteelliset 
ilmentymistasot määritettiin fluoresenssikäyrän toisen derivaatan avulla (62). 
Ohjelmistosta valittiin näytteiden konsentraatioiden määrityksiin niin kutsuttu 
Advanced Relative Quantification -metodi. Se tarkoittaa, että ohjelma laski näytteen 
fluoresenssikäyrästä sen pisteen, missä fluoresenssin nousun (fluoresenssin 1. 
derivaatan) kasvamisnopeus (2. derivaatta) oli kaikista suurin ja tämän pisteen sykliluku 
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oli näytteen teoreettinen sykli (Crossing point eli Cp), jonka avulla cDNA:n määrää 
verrattiin standardin cDNA:n määrään (standardin Cp:hen). 
 
Kuva 4. Näytteen fluoresenssikäyrä on kuvattu neliöillä. Käyrästä on ensin laskettu 1. derivaatta, jonka jälkeen 2. 
derivaatan avulla on määritetty Cp (Crossing point), jota käytetään suhteellisen mRNA-määrän laskemiseen. Kuva on 
muokattu artikkelin (62) pohjalta. Alkuperäinen kuva LightCycler-manuaalista (Hoffman-La Roche). 
3.7.2 Näytteiden validointi ja analyyseista poistettavat näytteet 
qPCR-ajot tehtiin 139 näytteelle. Analyyseistä poistettiin näytteet, joissa 
taloudenpitogeeni (TBP) ei ollut monistunut, eli sellaiset näytteet, joiden sisällä ei voitu 
verrata kohdegeeniä (HMGCR tai CYP11A1) vertailugeeniin. Tällaisia näytteitä oli 28 
kappaletta. Lisäksi kolme näytettä, jonka TBP-signaali (Cp) ei osunut standardisuoralle, 
poistettiin tilastoanalyyseistä. 
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139 näytteen RNA käännetty 
cDNA:ksi qPCR-reaktioita varten
näytteet, joissa taloudenpitogeeni (TBP) ei 
monistunut (n=28)
näytteet, joissa TBP:n Cp ei 
standardisuoralla (n=3)
108 näytettä, joista
MLN64-negatiivisia 53 
MLN64-positiivisia 55
Poistettu
HMGCR:n ja CYP11A1:n 
ilmentymisen korrelaatio
HMGCR:n 
ilmentyminen
CYP11A1:n 
ilmentyminen
Analyysit
 
Kuva 5. Analyyseihin valittujen näytteiden valikointi. Yhteensä 139 näytteen kokonais-RNA käännettiin cDNA:ksi. 
Näistä valikoitiin HMGCR- ja CYP11A1-analyyseihin vain teknisesti onnistuneet näytteet. Analyysien ulkopuolelle 
jätettyjen näytteiden poissulkukriteerit näkyvät kaaviossa punaisella. Harmaassa laatikossa näkyvät luvut kertovat 
analyyseissä käytetyt näytemäärät. 
Osassa triplikaateista jokin kolmesta näytteestä ei monistunut ollenkaan kahden muun 
monistuessa hyvin tai toisin päin. Tuollaiset näytteet tulkittiin monistumattomiksi, jos 
kaksi kolmesta kuopasta oli monistumattomia, ja monistuneiksi, jos kaksi kolmesta 
kuopasta oli monistuneita, Cp:t lähellä toisiaan ja fluoresenssisignaali oli hyvä.  
Vertailugeenin toimivuuden seulonnan jälkeen näytteitä oli 108 kappaletta. Oheinen 
vuokaavio (Kuva 5) kertoo, miten alkuperäisestä näytemäärästä valikoitiin näytteet eri 
tilastoanalyysejä varten. 
Tutkimuksen tilastollisen luotettavuuden parantamiseksi analyyseihin otettiin mukaan 
myös niin kutsutut rajatapaukset (borderline). Näyte tulkittiin rajatapaukseksi, mikäli 
sen vertailugeeni (TBP) oli standardisuoralla ja kohdegeeni (HMGCR tai CYP11A1) ei ollut 
standardisuoralla. Näille näytteille kohdegeenin ilmentymistaso asetettiin nollaksi. 
HMGCR:n suhteen rajatapauksia oli 39 kappaletta ja CYP11A1:n suhteen 32 kappaletta. 
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3.7.3 Tilastolliset menetelmät 
Näytteet oli jaoteltu kahteen ryhmään, MLN64-negatiivisiin (jatkossa MLN64-) ja 
MLN64-positiivisiin (jatkossa MLN64+). Tutkittavien geenien ilmentymisen jakautumista 
näiden populaatioiden välillä vertailtiin Mann-Whitney-Wilcoxon-testillä (MWW). 
Lisäksi HMGCR:n ilmentymisen jakautumista tutkittiin Pearsonin χ2-testillä jakamalla 
näytteet kahteen populaatioon HMGCR:n ilmentymistason mukaan. Lisäksi Spearmanin 
korrelaatiovakiolla tutkittiin, korreloivatko CYP11A1:n ja HMGCR:n ilmentymiset 
keskenään.  
4 Tulokset 
4.1 MLN64:n ja HMGCR:n välillä on positiivinen korrelaatio  
Kaikissa näytteissä (yhteensä 108 näytettä) HMGCR ilmentyi mitattavalla tasolla eli 
HMGCR:n suhteen negatiivisia näytteitä ei ollut. 39 näytettä oli kuitenkin rajatapauksia 
ja niiden ilmentymistaso asetettiin nollaksi (kts. perustelut luvusta 3.7.2 Näytteiden 
validointi ja analyyseista poistettavat näytteet). Näytteiden HMGCR:n mRNA-tasot 
normalisoitiin vertailukudoksen (lisämunuaiskuori) mRNA-tasoon, jolle annettiin arvo 1.  
MLN64-ryhmässä oli 53 näytettä, joiden HMGCR:n ilmentymisen keskiarvo oli 0,72 ja 
mediaani 0,32 (vaihteluväli 0,0-3,84). +MLN64-ryhmässä oli 55 näytettä, HMGCR:n 
ilmentymistason keskiarvon ollessa 1,59 ja mediaanin ollessa 1,07 (vaihteluväli 0,0-
11,48). Kaikkien näytteiden keskiarvo oli 1,16 ja mediaani 0,47. 
HMGCR:n tilastollista jakaumaa tutkittiin Mann-Whitney-Wilcoxon-analyysillä. Näytteet 
jaettiin kahteen ryhmään MLN64-statuksensa mukaan. Analyysin mukaan +MLN64-
ryhmässä oli korkeammat HMGCR-ilmentymistasot kuin -MLN64-ryhmässä (p=0,045). 
Tämän jälkeen testasimme tulokset vielä toista tilastoanalyysiä, Pearsonin χ2-testiä, 
käyttäen. Testiä varten valittiin mielivaltainen suhteellisen HMGCR:n ilmentymistaso, 
joka asetettiin katkaisutasoksi. Katkaisutasoksi valittiin kaikkien näytteiden keskiarvo 
(1,16) sillä se jakoi näytteet selkeästi kahteen populaatioon. Näytteet, joiden HMGCR:n 
suhteellinen ilmentyminen oli alle katkaisutason, sijoitettiin ryhmään 0 (riippumatta 
näytteen MLN64-statuksesta) ja vastaavasti yli katkaisutason olleet näytteet sijoitettiin 
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ryhmään 1 (myöskin riippumatta MLN64-statuksesta). Katkaisutason ollessa 1,16 (eli 
HMGCR/TBP-suhde oli 1,16 suhteessa lisämunuaiskuoren arvoon) 40 -MLN64-näytettä 
sekä 28 +MLN64-näytettä kuului 0-ryhmään. Vastaavasti 13 -MLN64-näytettä ja 27 
+MLN64-näytettä kuului ryhmään 1. Tämänkin testin mukaan korkea MLN64-status 
korreloi rintasyöpänäytteiden korkean HMGCR:n ilmentymisen kanssa (p=0,008).  
Kuvaaja 1 havainnollistaa, kuinka monta prosenttia MLN64-negatiivisista ja -
positiivisista näytteistä oli yli (HMGCR=1) tai alle katkaisutason (HMGCR=0). Toisin 
sanoen yli 75 % MLN64-negatiivisista näytteistä oli alle katkaisutason, kun taas vastaava 
prosenttiluku MLN64-positiivisille näytteille oli alle 50 %. Kuvaaja 2 näyttää 
pylväsdiagrammina kunkin syöpänäytteen suhteellisen HMGCR:n mRNA-määrän. 
Kuvaajasta on jätetty selvyyden vuoksi pois kaikki rajatapaukset, joita MLN64-
negatiivisessa ryhmässä oli 22 kappaletta ja MLN64-positiivisessa ryhmässä 17 
kappaletta. Vasemmalta lukien kuvaajan 2 ensimmäiset 31 näytettä ovat MLN64-
negatiivisia ja 38 seuraavaa näytettä ovat MLN64-positiivisia. 
 
Kuvaaja 1. HMGCR:n jakauma katkaisupisteen ollessa 1,315 suhteessa lisämunuaiskuoren ilmentymistasoon. 
Prosentit kertovat, kuinka suuri prosenttiosuus MLN64:n mukaan jaoteltujen ryhmien näytteistä oli yli katkaisutason 
(HMGCR=1) ja kuinka suuri osa oli sen alle (HMGCR=0). Ei MLN64:n yli-ilmentymistä: -MLN64 ja sen yli-ilmentyminen: 
+MLN64. 
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Kuvaaja 2. HMGCR:n ilmentymistasot syöpänäytteissä suhteessa lisämunuaiskuoreen. Yksittäinen pylväs esittää 
yhden syöpänäytteen HMGCR:n ilmentymistason suhteessa lisämunuaiskuoreen (vertailukudos), jonka 
ilmentymistaso on 1. Näytteet on jaoteltu kahteen pylväsriviin, joista vasemmanpuoleinen on merkitty -MLN64:ksi ja 
se sisältää MLN64-negatiiviset näytteet. Vastaavasti +MLN64-ryhmä sisältää MLN64-positiiviset näytteet. 
Rajatapaukset on selvyyden vuoksi jätetty pois kuvaajasta. 
 
4.2 MLN64:n ja CYP11A1:n määrät eivät ole yhteydessä toisiinsa 
CYP11A1:n transkriptien ja MLN64:n välistä korrelaatiota tutkittiin MWW-testillä. 
Näytteitä oli yhteensä 108 kappaletta, joista rajatapauksia oli 32 kappaletta. Kun kaikki 
näytteet analysoitiin MWW-testillä, CYP11A1:n ilmentymistasot eivät korreloineet 
MLN64-statuksen kanssa (p=0,547). Toisin sanoen riippumatta MLN64-statuksesta 
ryhmien väliset CYP11A1-ilmentymistasot olivat samankaltaiset. 108 näytteestä 12 
(11 %) ilmensi CYP11A1:ä qPCR:llä havaittavalla tasolla. Seitsemän niistä oli MLN64-
positiivisia ja 5 MLN64-negatiivisia. Näytteiden CYP11A1:n ilmentymistasot on 
havainnollistettu kuvaajassa 3. 
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Kuvaaja 3. CYP11A1:n ilmentyminen suhteessa lisämunuaiskuoren tasoon. Jaottelu on tehty MLN64-statuksen 
mukaan ja kukin pylväs esittää yhden syöpänäytteen CYP11A1:n ilmentymisen verrattuna lisämunuaiskuoreen, jonka 
ilmentymistasoksi on määritetty 1. 
 
4.3 CYP11A1:n ilmentyessä se korreloi voimakkaasti HMGCR:n 
ilmentymistason kanssa 
HMGCR:n ja CYP11A1:n keskinäistä korrelaatiota tutkittiin Spearmanin 
korrelaatiovakiolla (ρ). CYP11A1:ä ja HMGCR:ä vertailevissa tilastoanalyyseissä oli 
mukana 108 rintasyöpänäytteestä tehtyä qPCR-analyysiä. Korrelaatioita testattiin 
kahdella eri joukolla: ensin edellä mainitulla 108 näytteellä ja sitten osajoukolla (n=12), 
josta oli poistettu kaikki CYP11A1-negatiiviset näytteet. 
Kaikkia näytteitä vertailtaessa HMGCR:n ja CYP11A1:n välillä havaittiin merkitsevä 
korrelaatio (ρ=0,203, p=0,035). Kun vertailu tehtiin osajoukolla, josta jätettiin ulos 
näytteet, joiden CYP11A1-ilmentyminen oli negatiivinen, vieläkin selkeämpi korrelaatio 
oli nähtävissä (ρ=0,82, p<0,001). Jälkimmäisen korrelaation merkitsevyyteen on silti 
suhtauduttava varauksella pienen näytemäärän (n=12) vuoksi. 
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5 Pohdinta (5) 
5.1 Tutkimuksen tekniset haasteet  
qPCR on tutkimusmenetelmänä melko altis virheille, sillä se on hyvin monivaiheinen ja 
ihmisen tekemänä työvaiheissa on aina tietty virheiden riski. qPCR:ssä pienikin 
pipetointivirhe esimerkiksi lähtöaineiden määrässä voi aiheuttaa suuria 
virhemarginaaleja menetelmän eksponentiaalisen monistuksen vuoksi: pieni virhe 
alkuperäisessä cDNA-määrässä aiheuttaa virheen eksponentiaalisen kasvun mitä 
suuremmalla sykliluvulla Cp saadaan. Lisäksi haasteeksi osoittautui näytteiden laatu ja 
toimivuus koettimien kanssa. Monissa näytteissä Cp:t olivat liian suuria eli monistuvaa 
cDNA:ta oli ollut alun perin hyvin vähän ja monien näytteiden kohdegeenien Cp:t jäivät 
standardisuoran ulkopuolelle, joten ne jouduttiin joko tyystin jättämään pois 
tilastoanalyyseistä tai merkitsemään rajatapauksiksi. Osassa triplikaateista jokin 
kolmesta näytteestä ei monistunut ollenkaan kahden muun monistuessa hyvin tai toisin 
päin. Tämä johtui todennäköisesti näytteiden matalista cDNA-pitoisuuksista. Syy 
huonolle monistumiselle voi piillä RNA:n laadussa. Vaikka RNA:n konsentraatio oli 
korkea, se on saattanut olla osittain hajonnutta, jolloin cDNA-ketjut voivat jäädä 
pirstaleisiksi, mikä vähentää oikeanmittaisen monistuvan cDNA:n määrää. RNA-
näytteitä säilytettiin -70˚C:ssa, eri työvaiheissa, kuten RNA:n eristys ja toistuvat 
sulattamiset ja jäädyttämiset, RNA:n laatu on voinut heikentyä. 
Standardisuorien laimennoksissa nähtiin, että tietyn cDNA-konsentraation alapuolella 
DNA:n monistumista ei voitu havaita; kenties havaitsemisherkkyyden alaraja tuli 
vastaan. Triplikaatit, joissa vain osassa kuopista oli havaittavaa monistumista, sijaitsivat 
todennäköisesti juuri lähellä monistumisen minimikonsentraatiota. Tuollaiset näytteet 
tulkittiin monistumattomiksi, jos kaksi kolmesta kuopasta oli monistumattomia, ja 
monistuneiksi, jos kaksi kolmesta kuopasta oli monistuneita. 
Kuopissa, joissa tutkittiin TBP:n fluoresenssia, fluoresenssi jäi melko matalaksi. Tämä voi 
tarkoittaa, että TBP:n koetin ei toiminut kovin hyvin. Matalan fluoresenssin vuoksi 
fluoresenssikäyrät olivat alttiimpia taustakohinalle, jolloin käyristä tuli sahalaitaisempia. 
Tämä häiritsi LightCyclerin suorittamaa automaattista Cp:n laskemista, jolloin tulosten 
virhemarginaali kasvoi. Tämä saattoi vaikuttaa muun muassa triplikaattien hajontaan. 
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Toisaalta koneellinen Cp:n määritys lisää näytteiden yhdenmukaista käsittelyä, sillä kun 
kone laskee matemaattisen mallin avulla Cp-luvut, ihmisen ei tarvitse tehdä valintaa 
siitä, missä kohdassa fluoresenssin nousu on merkitsevää.  
Tulokset eivät ole täysin suoraan verrattavissa vertailukudokseen (lisämunuaiskuori), 
vaikka sitä käytettiinkin vertailukudoksena. Syy on siinä, että TBP:n standardisuora on 
tehty eri käänteiskopiointireaktiosta kuin HMGCR:n ja CYP11A1:n standardisuorat. Eri 
käänteiskopiointireaktioiden välillä ei voi olla varma, ovatko eri cDNA-tuotteiden 
keskinäiset suhteet täysin samoja, joten suora vertaaminen lisämunuaiskuoreen ei ole 
mahdollista. Tulokset ovat kuitenkin suuntaa antavia. Jos haluttaisiin saada suora 
vertailu lisämunuaiskuoreen, syäpänäytteiden ja vertailukudoksen standardisuorat 
täytyisi tehdä uudestaan samasta kääntöreaktionäytteistä ja useina rinnakkaisina 
ajoina, jolloin niiden keskiarvoja voitaisiin vertailla. Lisäksi standardikudos pitäisi olla 
samalla tavalla käsitelty kuin syöpänäytteet (jotka olivat FFPE-käsiteltyjä), jotta 
saataisiin optimaaliset tulokset. Nyt käytettiin pilkkoutunutta (syöpänäytteet) ja 
hyväkuntoista (vertailukudos) RNA:ta rinnakkain. Tämän tutkimuksen tarkoituksena ei 
kuitenkaan ollut verrata syöpänäytteitä lisämunuaiskuoreen, vaan toisiinsa niiden 
MLN64-statuksen mukaan. Tärkeintä on, että vertailunäyte oli sama eri kudosnäytteille, 
jotta niitä voitiin vertailla keskenään. 
 
5.2 Tulosten merkitys ja johtopäätökset 
MLN64-positiivisessa ryhmässä HMGCR:n mRNA-pitoisuudet olivat tilastollisesti 
merkittävästi korkeammat kuin MLN64-negatiivisessa ryhmässä (Mann-Whitney-
Wilcoxon-testi, p=0,048). Ryhmien sisäiset suhteellisen ilmentymisen erot olivat melko 
suuria (0,2-3,8 MLN64-negatiivisessa ryhmässä ja 0,2-11,5 MLN64-positiivisessa 
ryhmässä), mikä kertoo syöpien heterogeenisuudesta kolesterolimetabolian suhteen. 
MLN64:n yli-ilmentyminen näyttäisi siis tämän tutkimuksen perusteella assosioituvan 
korkeampaan HMGCR:n määrään ainakin mRNA-tasolla.  
Tiettävästi MLN64:n ja HMGCR:n yhteyttä ei ole aiemmin julkaistuissa tutkimuksissa 
suoraan osoitettu ja tutkielma onkin osatyö vastajulkaistuun artikkeliin (14). Tämä 
tutkimus vahvistaakin soluviljelyhavaintoja, joiden mukaan MLN64 vaikuttaa solun 
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kolesterolimetaboliaan ja ilmeisesti estää kolesterolin kulkeutumista ER:ään. Tämä 
olettamus perustuu tiedolle, että HMGCR:n mRNA-määrä on riippuvaista ER:n 
kolesterolimäärästä, jonka huvetessa SREBP lisää HMGCR:n mRNA-transkriptiota (17, 
63). Vaikka mRNA-tasojen perusteella näyttääkin, että HMGCR:n määrä MLN64-
positiivisissa syövissä on korkeampi kuin MLN64-negatiivisissa, täytyy muistaa, että 
HMGCR-proteiinin määrää säädellään myös proteiinin translaationopeudella ja 
proteiinin puoliintumisaikaa säätelemällä (23), eli mRNA-määrä ei suoraan kerro 
proteiinin määrästä solussa. HeLa-soluilla tehdyissä soluviljelmissä on havaittu, että 
MLN64:n yli-ilmentäminen lisää sekä HMGCR:n transkriptin määrää solussa että 
kolesterolin määrää solukalvolla (14), mutta myös 3H-leimatun asetaatin 
metaboloitumista kolesteroliksi (Boris Vassilev, julkaisemattomat havainnot). MLN64-
geeni monistuu yli 90 %:sti HER2:n monistuman kanssa (46). Tämän vuoksi on vaikeaa 
vetää johtopäätöstä, onko toinen geeni vain sivustakatsojana ja toinen vastuussa 
HMGCR:n aktiivisuuden noususta, vai toimivatko ne molemmat yhdessä. Ensimmäinen 
vaihtoehto vaikuttaa tutkimusnäytön perusteella todennäköisemmältä. Ensinnäkin 
soluviljelyhavainnot osoittavat, että MLN64:n yli-ilmentäminen vaikuttaa vähentää 
solukalvon kolesterolipitoisuutta ja lisää HMGCR:n aktiivisuutta. Toisaalta on myös 
havaittu, että pelkästään HER2-signalointia lisäämällä voidaan lisätä HMGCR:n 
transkriptiota ja aktiivisuutta (64). Nämä havainnot viittaavat siihen, että HMGCR ei ole 
MLN64:ä yli-ilmentävissä soluissa vain transkriptionaalisesti koholla, vaan myös sen 
biologinen aktiivisuus on noussut. 
Vuonna 2010 julkaistussa artikkelissa Clendening ym. tekivät havainnon, että 
mevalonaattireitin säätelyhäiriö voi johtaa rintasyöpäsolujen transformaatioon eli 
syövän kaltaisten ominaisuuksien saamiseen. Heidän tekemässään meta-analyysissä 
huomattiin, että rintasyövät, joissa oli enemmän HMGCR:n transkripteja, olivat 
ennusteeltaan huonompia (65). Osan MLN64-positiivisten syöpien pahanlaatuisuudesta 
voisikin selittää niiden tässä tutkielmassa havaittu yhteys HMGCR:n transkriptien 
tasojen nousuun. Voi myös olla että MLN64 vaikuttaa myös muulla tavoin onkogeeninä, 
mutta sen yhteys potentiaaliseen onkogeeniin, HMGCR:ään voisi ainakin olla lisätekijänä 
onkogeneesissä. HER2-positiivisten rintasyöpien (jotka yli 90 %:sti ovat myös MLN64-
positiivisia) on havaittu olevan useammin ER-negatiivisia kuin –positiivisia (44).  ER-
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negatiivisissa syövissä taas on havaittu korkeamman HMGCR-tason korreloivan 
huonomman ennusteen kanssa (66). 
Aikaisemmissa tutkimuksissa on havaittu, että MLN64 kykenee siirtämään kolesterolia 
mitokondrioon ja siten myös steroidisynteesiin in vitro (7, 15). Koska MLN64:ä on 
löydetty huomattavia määriä pahanlaatuisista rintasyövistä, on spekuloitu, että MLN64 
voisi lisätä syövän pahanlaatuisuutta lisäämällä kasvaimen omaa steroidisynteesiä (11, 
67). 
Tämä tutkimus ei ota kantaa, edistääkö MLN64:n ilmentyminen kasvaimen omaa 
steroidisynteesiä. Pikemminkin tuloksemme viittaa siihen, että MLN64-positiivisen 
rintasyövän pahanlaatuisuuden taustalla täytyy olla muita tärkeitä tekijöitä. Suurin osa 
kaikista tutkituista syöpänäytteistä ei qPCR:llä näyttänyt ilmentävän CYP11A1:ä, 
steroidisynteesin pullonkaulaentsyymiä. Tämä sopii siihen, ettei rintarauhaskudosta 
tyypillisesti pidetä steroidihormoneja tuottavana kudoksena. MLN64:n ja CYP11A1:n 
väliltä ei löytynyt merkittävää korrelaatiota, vaikka olikin mielenkiintoinen havainto, 
että pienessä osassa MLN64-positiivisista kasvaimista (7/55 eli 12,7 %:ssa) löytyi 
huomattava määrä CYP11A1:n mRNA:ta. Teoriassa kasvaimet, joissa sekä MLN64 että 
CYP11A1 ilmentyvät, voisivat tuottaa steroideja, mutta asian osoittaminen vaatii 
lisätutkimuksia. CYP11A1 ilmentyi toisaalta myös osassa MLN64-negatiivisista 
kasvaimista (5/53 eli 9,4 %:ssa). Näissä kasvaimissa steroidogeneesi ei kuitenkaan ole 
nykytiedon mukaan todennäköistä, sillä kolesterolin kuljetus steroidisynteesiin 
mitokondrioon vaatisi kuljetusproteiinin, kuten MLN64:n, jota kasvaimet eivät näyttäisi 
ilmentävän. CYP11A1:n ilmentyminen saattaakin vain kertoa kasvainsolujen geenien 
säätelyn järjestäytymättömyydestä ja metabolisesta aktiivisuudesta: solut saattavat 
tuottaa transkriptiokoneiston huonon säätelyn vuoksi sellaisiakin entsyymejä, jotka 
eivät kykene tuottamaan mitään molekyyliä saman synteesireitin muiden osien 
puuttumisen vuoksi. Toisen kolesterolia mitokondrioon kuljettavan proteiinin StAR:n 
mRNA-tasoja ei tosin tutkittu, joten steroidogeneesiä ei voi täysin varmasti sulkea pois 
näissä MLN64-negatiivisissakaan syövissä.  
Vaikka CYP11A1 ei korreloinut MLN64:n kanssa, sen ja HMGCR:n väliltä löytyi 
mielenkiintoinen yhteys. Niistä syövistä, joissa CYP11A1:n ilmentyminen oli mitattavalla 
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tasolla, myös HMGCR oli selkeästi ilmentynyt kymmenessä tapauksessa 12:sta 
(HMGCR:n suhteellinen ilmentyminen yli 1,0 [väliltä 1,1-4,9] verrattuna 
vertailukudokseen). Kahdessa tapauksessa HMGCR:n ilmentyminen määritettiin 
rajatapaukseksi Cp-lukujensa perusteella. CYP11A1-transkriptipositiivisissa syövissä 
näiden kahden geenin ilmentymistasot myös korreloivat voimakkaasti (ρ=0,82 p<0,001). 
Näin pienellä otoksella (n=12) ei voida kuitenkaan vetää varmoja johtopäätöksiä 
korrelaation todellisesta voimakkuudesta isommassa joukossa, mutta havainto herättää 
kysymyksen, miten HMGCR ja CYP11A1 voisivat olla yhteydessä toisiinsa. Yksi esimerkki 
tällaisesta CYP11A1:n ja HMGCR:n korrelaatiosta löydettiin K-vitamiinipuutteisia rottia 
tutkimalla (68). Rotilla K-vitamiinin puutoksen havaittiin vähentävän CYP11A1:n määrää 
kivesten Leydigin soluissa, jotka tuottavat testosteronia. Puutostilassa myös näiden 
solujen HMGCR:n mRNA-tasot laskivat, mitä selitettiin vähentyneen steroidisynteesin 
vähemmällä kolesterolin kulutuksella. Noussut kolesterolipitoisuus solussa taas 
vähentää SREBP:ien kautta HMGCR:n mRNA-määriä. Siten tutkimuksessa havaittu 
CYP11A1:n ja HMGCR:n korrelaatio voitaisiin ainakin osittain selittää sillä, että CYP11A1 
nostaa steroidogeneesiä kautta solun tarvetta kolesterolisynteesille.  
Jatkossa olisi tärkeää selvittää, onko CYP11A1:n vahva ilmentyminen korkealla tasolla 
joissakin syövissä merkittävää rintasyövän hoidon kannalta esimerkiksi hormonihoidon 
tehoa ajatellen. MLN64:n roolia HER2-positiivisen rintasyövän osatekijänä on syytä 
tutkia lisää, sillä näiden molekyylien välinen mahdollinen yhteys voisi avata uusia 
mahdollisuuksia rintasyövän hoitoon. Mikäli osoittautuu, että MLN64:n mahdollinen 
syöpäsolua ylläpitävä vaikutus välittyisi esimerkiksi solun kolesterolitasapainon 
muutosten kautta, siihen voitaisiin pyrkiä vaikuttamaan kolesterolimetaboliaa 
muuntelevilla lääkeaineilla. Lisäselvitystä vaatii myös se, millä tavalla MLN64:n 
ilmentyminen lopulta vaikuttaa HMGCR:n mRNA-määrään. 
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Liitteet 
Liite 1 
 
Standardisuorien teossa käytetyn qPCR-levyn pipetointikaavio. Ruudukossa kukin ruutu 
vastaa yhtä 20µl:n reaktiota. Laimennokset valmistettiin vertailukudosnäytteen 
cDNA:sta laimentamalla sitä veteen. Laimennoksien cDNA-pitoisuudet pienenevät 
mentäessä 1. laimennoksesta kohti viimeistä. Eri värit edustavat kussakin kuopassa 
tutkittavaa geeniä: Punaisella merkityissä kuopissa oli CYP11A1:n alukkeet ja koetin ja 
niissä tutkittiin CYP11A1:n ilmentymistä. Vastaavasti sinisissä kuopissa tutkittiin 
HMGCR:n  ja vihreissä kuopissa TBP:n ilmentymistä. Vertailunäytekuopissa käytetty 
cDNA oli peräisin lisämunuaiskuorinäytteestä ja negatiivisissa kontrollikuopissa ei ollut 
cDNA:ta lisätty lainkaan. 
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Liite 2 
 
qPCR-levyn pipetointikaavio. Ruudukossa kukin ruutu vastaa yhtä 20µl:n reaktiota. 
Samannumeroiset kuopat sisältävät saman syöpänäytteen RNA:sta käännettyä cDNA:ta. 
Eri värit edustavat kussakin kuopassa tutkittavaa geeniä: Punaisella merkityissä kuopissa 
oli CYP11A1:n alukkeet ja koetin ja niissä tutkittiin CYP11A1:n ilmentymistä. Vastaavasti 
sinisissä kuopissa tutkittiin HMGCR:n  ja vihreissä kuopissa TBP:n ilmentymistä. 
Vertailunäytekuopissa käytetty cDNA oli peräisin lisämunuaiskuorinäytteestä ja 
negatiivisissa kontrollikuopissa ei ollut cDNA:ta lisätty lainkaan. 
 
 
 
 
 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Vertailu 
näyte
Vertailu
näyte
Vertailu
näyte
B 2 2 2 2 2 2 2 2 2
Vertailu
näyte
Vertailu
näyte
Vertailu
näyte
C 3 3 3 3 3 3 3 3 3
Vertailu
näyte
Vertailu
näyte
Vertailu
näyte
D 4 4 4 4 4 4 4 4 4
Neg. 
kontro lli
Neg. 
kontro lli
Neg. 
kontro lli
E 5 5 5 5 5 5 5 5 5
Neg. 
kontro lli
Neg. 
kontro lli
Neg. 
kontro lli
F 6 6 6 6 6 6 6 6 6 9 9 9
G 7 7 7 7 7 7 7 7 7 9 9 9
H 8 8 8 8 8 8 8 8 8 9 9 9
